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RESUMO 
 
Os acidentes ofídicos se caracterizam como um grave problema de saúde pública 
devido a sua alta incidência, afetando principalmente pessoas de baixa renda que 
vivem em áreas isoladas ou de difícil acesso a unidades de tratamento, podendo 
ocasionar assim, incapacidade do membro atingido, amputações ou em casos mais 
graves a morte do indivíduo. No Brasil, as serpentes do gênero Bothrops, são 
causadoras de 90% dos envenenamentos, sendo a Bothrops jararacussu, uma das 
que mais se destaca por inocular grandes quantidades de peçonha na sua presa 
provocando ações miotóxicas, proteolíticas, coagulantes e hemorrágicas. Dados na 
literatura mostram que as fosfolipases A2 isoladas de toxinas de serpentes do gênero 
Bothrops estão envolvidas na resposta inflamatória local. No entanto, os mecanismos 
pelos os quais as toxinas de serpentes desencadeiam esse processo, ainda não foram 
elucidados. Os receptores Toll-Like (TLRs) são proteínas transmembrana que 
reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), ou ainda, 
padrões moleculares associados a danos (DAMPs). Após esse reconhecimento, é 
ativada uma cascata de sinalização que resulta na produção de citocinas 
proinflamatórias e consequente resposta imune inata. Dessa forma, a proposta deste 
trabalho foi estudar a participação de diferentes TLRs durante o processo inflamatório 
local induzido pela peçonha e duas fosfolipases A2 isoladas da serpente B. 
jararacussu. Para isso, doses sub-letais de peçonha de B. jararacussu, ou BthTX-I ou 
BthTX-II foram aplicados por via i.m em modelos murinos. A atividade miotóxica foi 
avaliada por análise histológica e pela quantificação dos níveis plasmáticos de CK-
total.  A produção das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β foi dosada do tecido 
muscular e do plasma por método imunoenzimático – ELISA. Foi realizada a 
quantificação da expressão gênica dos TLRs 2, 4, 5 e 9 nos tecidos pelo método da 
reação em cadeia da polimerase em tempo real (RTq-PCR). De acordo com os 
resultados, pode-se observar que a peçonha e suas toxinas provocaram alterações 
teciduais caracterizando mionecrose e infiltrado neutrofílico; também induziram a um 
significativo aumento de CK na corrente sanguínea dos murinos; assim como, levaram 
a um aumento de TNF-α e IL-1β nos animais testados quando comparados ao 
controle. Ainda, os resultados apontaram importante aumento na expressão dos TLR2 
e TLR4. A participação desses receptores na inflamação provocada pela peçonha de 
B.jararacussu e suas fosfolipases sugere que os TLRs são importantes alvos para o 
desenvolvimento de futuras terapias no que diz respeito a inflamação provocada pelos 
envenenamentos ofídicos ou por fosfolipases A2 miotóxicas. 
 
PALAVRAS CHAVE: Receptores. Toll-Like. Miotoxinas. Peçonha. Serpente. 
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ABSTRACT 
 
The snakebites are characterized as a serious public health problem due to its high 
incidence, mainly affecting low-income people living in isolated areas or difficult access 
to treatment facilities, thereby causing, inability of the affected limb, amputations or 
more cases serious death of the individual. In Brazil, the snakes of the genus Bothrops 
are causing 90% of poisonings, and the Bothrops jararacussu, one that stands out by 
inoculating large amounts of venom in his prey causing myotoxic, proteolytic, 
coagulant and hemorrhagic actions. Data in the literature show that phospholipase A2 
isolated from Bothrops snakes toxins are involved in the local inflammatory response. 
However, the mechanisms by which the snake toxins trigger this process have not yet 
been elucidated. Toll-like receptors (TLRs) are transmembrane proteins that recognize 
molecular patterns associated with pathogens (PAMPs), or even damage associated 
molecular patterns (damps). After this recognition is activated a signaling cascade that 
results in the production of proinflammatory cytokines and the innate immune response 
resulting. Thus, the aim of this study was to investigate the participation of different 
TLRs during the local inflammatory process induced by the venom and two isolated 
phospholipase A2 serpent B. jararacussu. To this end, sub-lethal doses of venom of 
B. jararacussu, or BthTX-BthTX I or II were applied via i.m. in murine models. The 
myotoxic activity was evaluated by quantifying plasma levels of CK-total and by 
histological analysis. The production of the proinflammatory cytokines TNF-α and IL-
1β was measured in the muscle tissue and plasma by enzyme immunoassay - ELISA. 
It was performed to quantify the gene expression of TLRs 2, 4, 5 and 9 in the tissues 
by the method of polymerase chain reaction in real time (RTQ-PCR). According to the 
results, it can be observed that it is a venom and its toxins were provoked with physical 
tissues and neutrophilic infiltrate; They also induced a significant increase in CK in 
murine bloodstream; As, they led to an increase of TNF-α and IL-1β in the tested 
animals when compared to the control. Furthermore, the results showed a significant 
increase in the expression of TLR2 and TLR4. The involvement of these receptors in 
inflammation caused by the venom phospholipases and their B.jararacussu suggests 
that TLR are important targets for the development of future therapies with respect 
inflammation caused by snake venom or myotoxic phospholipases A2. 
 
KEY WORDS: Receptors. Toll-Like. Myotoxins. Venom. Snake. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
Os envenenamentos ocasionados por mordidas de serpentes peçonhentas são 
considerados como importante problema de saúde pública em decorrência de sua alta 
prevalência, mortalidade e significativas sequelas (GUTIÉRREZ et al., 2010). De 
acordo com a Organização Mundial de Saúde - WHO (2016) cerca de 5 milhões de 
pessoas são vítimas de acidentes por serpentes no mundo, ocasionando até 2,5 
milhões de envenenamentos e levando a óbito mais de 100 mil todos os anos. Esse 
elevado número de acidentes por serpentes leva a grande número de amputações, 
e/ou incapacitação do membro atingido, contribuindo para o agravamento dos 
problemas no Sistema Único de Saúde (SUS). Em adicional, os acidentes ofídicos 
afetam, na maioria dos casos, pessoas de baixa renda, moradores de regiões 
ribeirinhas ou de áreas rurais (KINDHAUSER, 2003). Devido a esse perfil, o ofidismo 
não é um foco de investimentos principalmente por parte das indústrias farmacêuticas. 
Desta forma, em 2007, a Organização Mundial de Saúde – OMS em uma reunião em 
Genebra na Suíça declarou o ofidismo como uma condição negligenciada (WHO, 
2007) e, em 2009 incluiu em sua lista de doenças tropicais negligenciadas. Porém 
apesar de continuar sendo uma condição negligenciada, hoje o ofidismo não se 
encontra mais na lista de doenças tropicais negligenciadas da Organização Mundial 
de Saúde.  
No ano de 2015, no Brasil, segundo dados do Ministério da Saúde, ocorreram 
24.467 casos de ofidismo, com um coeficiente de incidência de 13,3 casos por 
100.000 habitantes e um total de 107 óbitos descritos. Se levarmos em conta as 
regiões do país há uma grande variabilidade deste coeficiente sendo que a região 
norte é a mais afetada com uma incidência de 8.192 casos registrados dos quais 34 
pessoas vieram a óbito, ficando em segundo lugar a região nordeste com 6.670 casos 
e 43 óbitos, seguida pela região sudeste com 5.200 ocorrências e 19 óbitos, Centro-
Oeste 2.252 registros e 4 óbitos e Sul 2.153 casos sendo 7 fatais. (BRASIL, 2015). 
Essa casuística elevada no Brasil deve-se ao fato de serem descritas 30 
espécies de serpentes pertencentes a família Viperidae, distribuídas em 4 gêneros: 
Bothrochophias, Botrhops, Crotalus e Lachesis (COSTA; BERNILS, 2014). Dentre 
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eles, as pertencentes ao gênero Bothrops são responsáveis pela maioria dos 
envenenamentos ofídicos, com um percentil de 90% dos casos (GUTIÉRREZ et al., 
2010). As serpentes da espécie Bothrops jararacussu são representantes desse 
gênero, podendo medir até 1,8 metros (MINAS GERAIS, 2014). A mordida desta 
serpente costuma ocasionar acidentes graves, quando não a morte, pois se trata de 
uma serpente que produz e pode inocular grandes quantidades de peçonha (MILANI 
JÚNIOR et al., 1997; MELGAREJO, 2003).  Elas estão distribuídas em sua maioria na 
região Sudeste e Sul do Brasil (BRASIL, 2001), ocupando desde o sul da Bahia até o 
noroeste do Rio Grande do Sul (MELGAREJO, 2003) (Figura 1). Nessas regiões a B. 
jararacussu está associada a inúmeros acidentes, deixando sequelas graves em suas 
vítimas ou levando a morte (AMARAL et al., 1985; QUEIROZ; MORITZ, 1989; MILANI 
JR et al.,1997; RIBEIRO; JORGE, 1997). 
 
Figura 1: Mapa de distribuição geográfica da espécie Bothrops jararacussu no Brasil 
 
Mapa (esquerda), Bothrops jararacussu (direita) Foto: Daniel Loebmann (foto publicada com 
autorização do autor). 
 
As manifestações relatadas após mordida por B. jararacussu costumam ser 
equimose, hemorragia local e sistêmica (pulmonar, cardíaca e cerebral), necrose, 
mionecrose, distúrbio na coagulação, trombose, falência renal, coagulação 
intravascular disseminada, fibrose do miocárdio e choque (MILANI JR et al, 1997; 
PINHO; BURDMANN, 2001; BENVENUTI et al., 2003). Essa variabilidade de 
manifestações se devem a complexidade das peçonhas de serpentes que são 
compostas por componentes bioativos como peptídeos e proteínas (cerca de 95% do 
peso seco) que possuem diversas atividades biológicas, cuja principal função é 
provocar paralisia e digestão da presa (BARRAVIEIRA, 1994; QUEIROZ et al., 2008). 
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As peçonhas de Bothrops, possuem proteínas com ações miotóxicas (LEITE et al., 
1999), hemorrágicas, neurotóxicas, nefrotóxicas, edematogênicas, fibrinogenolíticas 
e coagulantes (SOARES et al., 2000; IZIDORO, 2003), além de causarem intensa 
atividade inflamatória local caracterizada pela presença de dor e edema (TEIXEIRA 
et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2009).   
Dentre as proteínas que compõem as peçonhas de serpentes do gênero 
Bothrops se encontram as desintegrinas e lectinas sendo responsáveis principalmente 
por ações anticoagulantes e hemaglutinantes; metaloproteases proteolíticas,  
hemorrágicas, miotoxicas, inflamatórias e coagulantes; serinoproteases coagulantes 
e proteolíticas; e fosfolipases edematogênicas, miotóxicas, neurotóxicas, 
cardiotóxicas, inflamatórias entre outras, sendo estas últimas presentes em maior 
abundância nas peçonhas de Bothrops (MAGRO et al, 2004; WATANABE et al., 2005; 
ZULIANI et al., 2005; PANUNTO et al., 2006; ANGULO; LOMONTE, 2009; MENALDO 
et al, 2012; RODRIGUES, et al., 2014; ANGULO et al., 2014; SARTIM et al., 2015; 
ZAQUEO et al., 2016). 
As miotoxinas presentes nas peçonhas de serpentes podem ser classificadas 
em três diferentes grupos sendo A, B e C, essas diferentes designações estão 
associadas principalmente aos seus tamanhos quanto ao número de aminoácidos 
formadores, forma e funções. As toxinas do grupo A são pequenas com 
aproximadamente 44 aminoácidos, não possuem ação enzimática e são encontradas 
em cascavéis. No grupo B se encontram proteínas um pouco maiores, consideradas 
cardiotoxinas presentes em Elapidae. O grupo C é formado por proteínas compostas 
por aproximadamente 120 aminoácidos, conhecidas por fosfolipases e são difundidas 
nas mais diversas espécies de animais (OGUIURA et al., 2005; KINI; DOLEY, 2010; 
LOMONTE; RANGEL, 2012). 
As fosfolipases A2 (PLA2) são responsáveis por hidrolisar o grupo acila na 
posição sn-2 dos fosfolipídeos. Atualmente, a superfamília das PLA2 está dividida em 
16 grupos, podendo ainda ser classificadas em seis principais categorias de acordo 
com suas características quanto a composição, peso molecular, exigência ou não de 
cálcio, sítio de atuação, entre outras: i - secretadas de baixo peso molecular (sPLA2s); 
ii - citosólica e cálcio dependente (cPLA2s); iii - independentes de cálcio – (iPLA2s); iv 
- acetil-hidrolases do fator ativador de plaquetas (PAF-AH), v - lisossomais – (LPLA2) 
e vi - adiposas (AdPLA) (DUNCAN et al., 2008; BURKE; DENNIS, 2009a; BURKE; 
DENNIS, 2009b; DENNIS et al, 2011). As PLA2s secretadas estão distribuídas em 10 
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grupos os quais foram classificados de acordo com suas pontes dissulfeto e ordem de 
descoberta: I, II, III, V, IX, X, XI, XII, XIII e XIV. Este grupo de sPLA2s compõe o sítio 
ativo Histidina/Aspartato requerendo quantidades milimolares de cálcio para exercer 
atividade catalítica (SCHALOSKE; DENNIS, 2006; DENNIS et al., 2011).  
As sPLA2s pertencentes ao grupo III estão presentes em peçonhas de insetos 
como abelhas, demais artrópodes como escorpiões e lagartos (DENNIS et al., 2011; 
LOMONTE; RANGEL, 2012). No grupo I são encontradas as PLA2s de serpentes da 
família Elapidae (IA), além das encontradas no suco pancreático de mamíferos (IB)  
e, no grupo II, se encontram as enzimas secretadas de serpentes Viperidae e as 
presentes no fluido sinovial de mamíferos (IIA), além das secretadas por víboras (IIB) 
(BURKE; DENNIS, 2009a; BURKE; DENNIS, 2009b; DENNIS et al., 2011; LOMONTE; 
RANGEL, 2012; CASAIS-E-SILVA et al., 2016), desta forma, as fosfolipases 
secretadas de serpentes Bothrops são designadas sPLA2s do grupo IIA. As sPLA2s 
do grupo I são dependentes de atividade enzimática para induzir miotoxicidade, já as 
sPLA2s do grupo II podem ser divididas em enzimaticamente ativas e 
enzimaticamente inativas (LOMONTE; RANGEL, 2012; CASAIS-E-SILVA et al., 
2016). As sPLA2s IIA podem ser ácidas ou básicas, porém apenas as básicas induzem 
a miotoxicidade (LOMONTE; GUTIÉRREZ, 2011). 
Em mamíferos as sPLA2 tem a função básica de catalisar a hidrólise de 
fosfolipídios na ligação éster sn-2 liberando lisofosfolipídeos e ácidos graxos, ativando 
assim a cascata do ácido araquidônico, resultando em produtos eicosanóides: 
prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos, que são responsáveis por exercer 
diversos papéis fisiológicos e inflamatórios (MOREIRA et al., 2011; CLEMENT et al., 
2012). Dados da literatura demonstram que as fosfolipases A2 secretadas de 
serpentes estão envolvidas na resposta inflamatória local após indução com peçonhas 
de serpentes do gênero Bothrops (CHAVES; MAMED et al., 2013; RUEDA et al., 
2013). 
A partir da peçonha da serpente Bothrops jararacussu, foram isoladas duas 
importantes fosfolipases miotóxicas a Bothropstoxina I (BthTX-I) e a Bothropstoxina II 
(BthTX-II) as quais possuem cerca de 75% de similaridade (HOMSIBRANDEBURGO 
et al., 1988). A BthTX-I, corresponde a uma PLA2 básica com peso molecular de 
13,667 KDa e 121 resíduos de aminoácidos, no qual encontra-se na posição 49 o 
resíduo de lisina (Lys-49) responsável pela destituição da atividade catalítica. A 
BthTX-II, uma PLA2 que apresenta aspartato na posição 49 (Asp-49), conferindo 
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atividade enzimática (CINTRA et al, 1993; WARD et al., 1995; 
HOMSIBRANDEBURGO et al., 1988; MARCUSSI, 2007). Mesmo desprovida de 
atividade enzimática, a PLA2 - Lys 49 é altamente miotóxica (SCOTT et al., 1992; 
OWNBY et al., 1999; TEIXEIRA et al., 2003) e essa miotoxicidade é independente do 
ion cálcio (ARAGÃO et al., 2009).  
A literatura documenta que há necessidade de se compreender como as 
sPLA2s miotóxicas agem, tendo em vista que a atividade enzimática e o íon cálcio não 
são essenciais para a miotoxicidade (RUEDA et al., 2013). Estudos mostraram que 
essas PLA2s podem se ligar à membrana das células por meio de receptores celulares 
como por exemplo os do tipo M presentes em células musculares ou do tipo N 
presentes em células neuronais, porém esses receptores não são a chave para o 
efeito miotóxico dessas PLA2s, uma vez que elas continuam provocando ação 
miotóxica em células desprovidas desses receptores (LAMBEAU et al., 1994; 
LAMBEAU; LAZIDUNSKI, 1999).  
Adicionalmente essas toxinas causam perturbações à membrana plasmática 
por meio de ação direta à membrana (Asp-49) ou pela ligação da região C-terminal 
(Lys-49) da proteína com a região polar dos fosfolipídeos (GUTIÉRREZ et al., 1991; 
MONTECUCCO et al., 2008). Ambas as miotoxinas causam alterações do sarcolema 
induzindo a entrada de Ca²⁺ e perda de ATP e de K + provocando mionecrose por 
meio de mecanismos ainda pouco conhecidos (FERNÁNDEZ et al., 2013). Apesar de 
não haver total conhecimento sobre os mecanismos pelos quais as fosfolipases 
provocam a miotoxicidade, sabe-se que após a indução por essas fosfolipases ocorre 
um importante influxo de íons e liberação de proteínas para o meio extracelular, o que 
ocasiona o processo de necrose das fibras do músculo culminando com intensa 
reação inflamatória (GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1995; GUTIÉRREZ et al., 1991; 
PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012). Desta forma, as fosfolipases Lys-49 e Asp-49 de 
Bothrops são responsáveis não apenas por eventos miotóxicos, como também pela 
inflamação local induzida por essas toxinas (TEIXEIRA et al., 2003) provocando dor, 
edema e infiltrado leucocitário. 
 
1.1 RECEPTORES COMO TOLL (TOLL LIKE RECEPTOR - TLR) 
Os receptores Toll foram identificados pela primeira vez em moscas Drosophila 
melanogaster por serem responsáveis pelo alinhamento dorsoventral desses insetos 
(HASHIMOTO et al., 1988). Anos mais tarde (1996) Jules A. Hoffmann descobriu que 
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esses receptores têm um papel essencial na imunidade dessas moscas à infecção 
provocada por fungos, ativando mecanismos antimicrobianos (LEMAITRE et al., 
1996). A partir dessa descoberta foram identificados receptores homólogos a esses, 
em mamíferos, aos quais deram o nome de Toll-Like receptors - TLR (receptores 
como Toll), fazendo alusão ao Toll de Drosophilas. O primeiro TLR de mamíferos que 
teve a sua função identificada foi o TLR4 sendo responsável por reconhecer 
lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias gram-negativas (TAKEDA et al., 2003). 
Dados recentes vêm mostrando cada vez mais a importância desses 
receptores em leucócitos como macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, células 
epiteliais e musculares, pois possuem a capacidade de reconhecer padrões 
moleculares, os chamados receptores de reconhecimento de padrões - PRR (do 
inglês “pattern recognition receptor”). Existem várias famílias de PRRs, tais como 
receptores RIG-I-like (RLRs), receptores NOD-like (NLRs) e receptores de DNA, 
conhecidos por desempenhar precioso papel na defesa dos organismos hospedeiros 
(ALBERTS et al., 2010; KUMAR et al., 2011; HENRIQUES-PONS et al., 2014). 
O reconhecimento de padrões via PRR desencadeia a resposta inflamatória, 
assim como modula essa resposta nas mais diversas doenças infecciosas e não 
infecciosas (MICERA et al., 2015; PANDEY et al., 2015), estando envolvidos também 
na imunidade adaptativa (LEADBETTER et al., 2002) e em doenças autoimunes 
(GOECKERITZ et al., 1999; KRIEG, 2002). No entanto, pouco sabe-se a respeito 
destes receptores no processo inflamatório induzido pelo envenenamento ou por PLA2 
miotoxicas (OLIVEIRA, 2011; PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012; LEIGUEZ et al., 2014). 
Quanto a localização, esses receptores podem se apresentar associados a 
membrana das células (receptores de membrana) e também podem se apresentar 
dispersos no citosol ou em membranas endossômicas (receptores citosólico) (KAWAI; 
AKIRA, 2010,).   
A família de PRR de membrana mais bem estudada é a dos TLR (do inglês 
“toll-like receptor”). Os TLRs são receptores transmembrana do tipo I com um domínio 
citoplasmático e um domínio extracelular contendo, ao menos, 15 repetições de 
aminoácidos do tipo leucina (LRRs – repetições ricas em leucina) (HASHIMOTO et al 
1988; KAWAY; AKIRA 2010).  
Os TLRs quando estimulados por seus ligantes desencadeiam uma cascata de 
sinalização intracelular mediada principalmente por duas moléculas adaptadoras: a 
MyD88 (do inglês “myeloid diferenciation fator 88”), molécula adaptadora de todos os 
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TLRs, exceto TLR-3, e a TRIF (do inglês “TIR domain-contening adaptor inducing 
interferon”), molécula adaptadora do TLR-4 e TLR-3. Isso resulta na translocação de 
fatores nucleares, como por exemplo NF-κB, IRFs, AP-1, os quais são responsáveis 
pelo aumento da transcrição de genes que codificam diversas citocinas e quimiocinas 
pró-inflamatórias, assim como moléculas de adesão (CREAGH, O'NEILL, 2006; 
IIMURO; FUJIMOTO, 2010; PICARD et al., 2010) (figura 2). A MyD88 é uma proteína 
adaptadora indispensável nas vias de transdução intracelular por TLR4 (LIN et al., 
2015). Esta molécula tem um papel significativo para o início do processo inflamatório 
(WU et al., 2013). 
 
Figura 2: Representação esquemática da via de sinalização dos TLRs  
 
 
TLR1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 utilizando a molécula adaptadora MyD88; TLR4 utilizando MyD88 ou 
TRIF e TLR3 – TRIF (PICARD et al., 2010). 
 
 
Atualmente, já foram identificados 13 tipos de TLRs, TLR1-TLR9 presentes 
tanto em humanos quanto em camundongos, o TLR10, um Toll humano não estudado 
e não funcional em camundongos e os TLR11-TLR13 presentes apenas em 
camundongos (KAWAY; AKIRA, 2010; FERRAZ et al., 2011; PANDEY et al., 2015).  
19 
 
A classificação desses receptores foi baseada nos padrões moleculares associados 
aos patógenos (PAMPs – do inglês “pathogen-associeted molecular patterns”) por 
eles reconhecidos. Esses receptores estão distribuídos na membrana celular ou em 
endossomos (figura:3), assim os TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10 estão 
situados na membrana plasmática, enquanto TLR3, TLR7, TRL8, TLR9, TLR11, 
TLR12 e TLR13 se encontram em compartimentos endossômicos (KAWAI; AKIRA, 
2010; OLDENBURG et al., 2012; GHOSH et al., 2013; KOBLANSKY et al., 2013; 
PANDEY et al., 2015). 
 
Figura 3: Distribuição dos TLRs em membrana externa e endossômica 
 
Adaptada de: www.caymanchem.com/Article/2190 (imagem adaptada e publicada com autorização 
de Cayman Chemical). 
 
 
Esses receptores reconhecem padrões moleculares conservados em 
patógenos, incluindo bactérias, vírus, fungos e protozoários (MUKHERJEE et al., 
2016; CHANG, 2010). Como exemplo temos o LPS, a flagelina, o ácido ribonucleico 
(RNA de fita dupla) e o motivo CpG não metilado (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). 
Além do reconhecimento de PAMPs, sabe-se que os TLRs também identificam 
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padrões moleculares associados ao dano tecidual e necrose (DAMPs – do inglês 
“dangers-associeted molecular patters”), como por exemplo proteínas de choque 
térmico (HSP – do inglês “heat shock protein”), produtos da matriz extracelular heme 
e proteínas de alta mobilidade BOX 1 - HMGB-1 entre outros (KUMAR et al., 2011; 
TANG et al., 2012), (quadro 1).  
Os DAMPs são associados à inflamação estéril e à doenças como 
aterosclerose, Alzheimer, Parkinson e gota (FELDMAN et al., 2015). Adicionalmente, 
os receptores TLRs podem estar envolvidos em processos inflamatórios após o 
envenenamento ofídico pelo reconhecimento de DAMPs que são liberados após a 
mionecrose ou degradação da matriz extracelular (PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012). 
Esse reconhecimento levaria ao aumento do íon cálcio intracelularmente o que 
contribuiria ainda mais para os danos ao tecido atingido (CINTRA-FRANCISCHINELLI 
et al., 2010), caracterizando possíveis alvos a serem investigados no auxílio ao 
bloqueio de danos locais causados por essas peçonhas. 
Os TLRs de membrana de superfície são geralmente associados à capacidade 
de reconhecer lipídeos, lipoproteínas e proteínas associadas aos patógenos, 
enquanto os endossomais, detectam ácidos nucleicos - DNA e RNA de organismos 
patogênicos, além de ácidos nucleicos do hospedeiro, estando envolvidos em 
doenças autoimunes (KAWAI; AKIRA, 2010; OLDENBURG et al., 2012; KOBLANSKY 
et al., 2013; PANDEY et al., 2015; CAVALCANTE et al., 2016).  
O TLR2 é um receptor de membrana celular capaz de identificar vírus, fungos, 
bactérias e protozoários (KUMAR et al., 2011). Detectam componentes de bactérias, 
como lipoproteínas, peptidoglicanos (SCHWANDNER et al., 1999; UNDERHILL et al., 
1999; KAWAI; AKIRA, 2010; PANDEY et al., 2015) e componentes de micobactérias 
(UNDERHILL et al., 1999). Também formam ancoras com glicosilfosfatidilinositol – 
GPI, que reconhecem espécies de Leishmania, Trypanosoma e Plasmodium 
falciparum (FERRAZ et al., 2011; KUMAR et al., 2011; PICKA, 2011) e são 
responsáveis por desencadear a produção de IFN tipo I em resposta ao vírus vaccinia 
por meio de células inflamatórias mononucleadas (BARBALAT et al. 2009; PANDEY 
et al., 2015). Adicionalmente, esses receptores podem formar heterodímeros com 
TLR1 e TLR6, que atuam no reconhecimento de lipoproteínas e produção de citocinas 
pró-inflamatórias (KUMAR et al., 2011; PANDEY et al., 2015) ou ainda com TLR4 no 
reconhecimento de protozoários (KUMAR et al., 2011), além de recentemente ter sido 
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demonstrado que o TLR2 é ativado por PLA2 secretada de serpente do gênero 
Bothrops (LEIGUEZ et al., 2014).  
O TLR4 foi originalmente identificado por reconhecer LPS de bactérias gram-
negativas (KACZOROWSKI et al., 2009). Atualmente, tais receptores são amplamente 
estudados como reconhecedores de estruturas fúngicas e micobacterianas (FERRAZ, 
et al., 2011). Além de reconhecer esses patógenos, detectam substâncias endógenas 
liberadas de tecidos danificados ou isquêmicos (KACZOROWSKI et al., 2009), como 
mRNA (ISHII, et al., 2005) se mostrando envolvidos na neuroinflamação da doença 
de Alzheimer (WALTER et al., 2007). Também há evidências de que esses receptores 
estão relacionados a resistência à insulina e sarcopenia (perda de massa muscular) 
do envelhecimento, se mostrando significativamente aumentados em pessoas idosas 
(GHOSH, 20015).  
Estudos recentes sugerem que o TLR4 desempenhe um papel central como 
mediador de disfunção cardíaca no processo de sepse, sendo o protagonista principal 
da lesão, inflamação e no desenvolvimento de lesões ateroscleróticas 
(KACZOROWSKI et al., 2009). Ainda, foi demonstrado a importância desse TLR na 
modulação da resposta inflamatória após envenenamento ofídico por Bothrops 
jararacussu (PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012). 
O TLR5 é um receptor que reconhece flagelina, uma proteína de flagelos de 
bactérias (AKIRA; TAKEDA, 2004; AKIRA et al., 2006; FERRAZ et al., 2011). O seu 
domínio externo possui repetições ricas em leucina, onde ocorre o reconhecimento da 
flagelina, enquanto a parte citosólica, Toll/IL-1, transmite o sinal para a célula (BELL 
et al., 2003; MIZEL et al., 2006; YON et al., 2012; LEIFER et al., 2014). Esse TLR tem 
um papel na regulação da flora intestinal, sendo que a sua falta pode resultar em 
inflamação intestinal, tal como colite (LEIFER et al; 2014). Havendo ainda indícios de 
que reconheça ligantes endógenos (CHAMBERLAIN et al., 2012; KIM et al., 2013; 
KASSEM et al, 2015), uma vez que esse receptor está envolvido no reconhecimento 
e em processos inflamatórios desenvolvidos após a indução por flagelina de bacterias 
gram-positivas, gram-negativas e seus derivados (HAIASHI et al., 2001). 
 Diferentemente dos demais TLRs aqui estudados, o TLR9 é um receptor do 
tipo Toll intracelular, situado em endossomas que reconhece DNA bacteriano e viral 
(HEMMI et al., 2000; KRIEG et al., 1995;). Ele também é responsável pela detecção 
de DNA não metilado (citosina-fosforotioato-guanina - CpG), sugerindo o seu 
envolvimento nas doenças autoimunes (GOECKERITZ et al., 1999;). Estudo recente 
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indica que o TLR9 pode estar envolvido na patogênese da miastenia grave, 
desencadeada após a indução pelo vírus Epstein-Barr (CAVALCANTE et al., 2016). 
 
Quadro 1: Receptores TLR e seus ligantes PAMPs e DAMPs 
TLR DAMP PAMP 
TLR1                ? Triacil lipoproteínas (bactérias) 
TLR2 Proteína de choque térmico - HSP   Proteínas - HMGB1 
Peptidoglicano 
Lipoproteína 
Ácido lipoteicóico 
Zymosan 
RNA -Viral 
TLR3                ? RNA - viral 
TLR4 
 HSP   
Fibrinogênio 
Fibronectina 
Lipopolissacarídeos 
TLR5                ? Flagelina 
TLR6                ? Ácido Lipoteicóico 
TLR7                ? RNA -Viral 
TLR8                ? RNA- Viral 
TLR9 DNA não metilado DNA- Bacteriano e viral 
TLR10                 ?       ? 
TLR11                                                           ? Profilina Flagelina 
TLR12                 ?  Profilina 
TLR13                 ?  23s rRNA 
 Adaptado de GUDKOV (2012); PANDEY (2015). 
 
Em estudo desenvolvido por HENRIQUES-PONS et al. (2014), verificaram a 
expressão dos TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 e TLR9 em células isoladas do 
músculo sóleo, diafragma e músculo gastrocnêmio de camundongos com deficiência 
de disferina, uma proteína cuja falta provoca distrofia muscular. Neste estudo, os 
autores mostraram que TLR9, TLR2, TLR8 e TLR4 foram respectivamente expressos 
em maior porcentagem no músculo gastrocnêmio em relação aos outros TLR,  
estudos anteriores, já haviam verificado que os TLR2 e TLR4 são expressos em 
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células do tecido muscular esquelético (FROST et al., 2002; FROST et al., 2006; 
FRISARD et al., 2010; RAWAT et al., 2010) o que demonstra a importância da 
expressão desses TLR não só em leucócitos, como também em células musculares 
esqueléticas uma vez que esses receptores estão envolvidos na liberação de citocinas 
e, consequentemente, em diversos processos de degeneração e regeneração dos 
tecidos musculares. Dessa forma, o estudo dos TLRs pode trazer inúmeros benefícios 
no controle de doenças inflamatórias, além de serem expressos em células 
musculares, os receptores TLR são conhecidamente expressos em leucócitos como 
macrófagos e neutrófilos, esses últimos são a primeira linha de defesa mediante um 
dano ao organismo, seja ela de origem microbiana ou estéril, atuando nas primeiras 
horas após a lesão. Podem agir de forma efetora: fagocitando, liberando grânulos, 
espécies reativas de oxigênio (ROS) e mediando a liberação de citocinas 
inflamatórias, além de expressarem uma gama de receptores diferentes modulados 
por mediadores inflamatórios (OLIVEIRA et al., 2016).  
 Os neutrófilos são recrutados dos capilares sanguíneos para o sítio da 
infecção após receberem sinais que são gerados a partir de células danificadas e 
necróticas. Dentre esses sinais podemos destacar o DNA, proteínas HMGB1, 
componentes da matriz extracelular, peptídeos, ATP e ácido úrico, os quais podem 
ser detectados pelos TLR (CORDEIRO; JACINTO, 2013; PITTMAN; KUBES, 2013; 
BROGGI; GRANUCCI, 2015; OLIVEIRA et al., 2016), mas também podem receber 
outros sinais como os quimiotáticos gerados a partir de monócitos residentes e/ou 
células endoteliais, levando ao seu extravasamento para o sítio da injúria. Os sinais 
recebidos pelos TLR atuam ativando a produção de citocinas e quimiocinas 
(OLIVEIRA et al., 2016) que vão mediar processos inflamatórios.   
 
1.2 CITOCINAS INFLAMATÓRIAS 
As citocinas são proteínas produzidas por diversos tipos celulares, além de 
macrófagos e neutrófilos e podem agir de forma autócrina atuando na mesma célula 
em que foi produzida, parácrina agindo em células vizinhas ou endócrina funcionando 
como hormônios com efeitos a longa distância (ROITT; DELVES, 2001). 
Uma citocina importante em processos inflamatórios é o fator de necrose 
tumoral (TNF). Essa citocina é amplamente estudada por sua ação antitumoral, 
causando a lise celular em linhagens neoplásicas, além de ser o principal mediador 
da caquexia neoplásica (perda precoce de proteína muscular). O TNF-α também é 
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responsável por iniciar processos de morte celular por apoptose, devido ao seu 
potencial em ativar caspases efetoras (CARSWELL et al., 1975; SHARMA; ANKER, 
2002). Ativa leucócitos induzindo a produção de espécies reativas de oxigênio e 
hidrogênio contra organismos invasores (LIEW et al., 1990; MEGYERI et al., 1995). 
Acelera de forma indireta a proteólise muscular (GOODMAN, 1991) e estimula a 
produção de IL-1 β.  
A maioria das células possuem receptores para o TNF (TNFR1 e TNFR2) e 
dependendo da via ativada, o TNF pode desempenhar funções inflamatórias e 
citotóxicas (TNFR1) ou estar envolvido na proliferação celular para a regeneração 
tecidual (TNFR2) (CHEN; THEO et al.,2013). Após uma lesão, macrófagos residentes 
liberam citocinas como TNF-α e IL-1β que ativam as células do endotélio, estimulando 
a produção de quimiocinas, as quais induzem a expressão de ICAM-1 (molécula de 
adesão intercelular tipo 1) e de VCAM-1 (molécula de adesão vascular tipo 1) 
contribuindo para a ativação e a migração dos neutrófilos através dos tecidos 
endoteliais para o sítio da injúria (D’ALESSIO et al., 1998; ABBAS et al., 2015), 
fenômeno de fundamental importância para a inflamação e regeneração dos tecidos 
necróticos (CHAVES et al, 2005). 
A IL-1β, por sua vez, é secretada na forma inativa como pró-IL-1β e necessita 
ser clivada pela enzima caspase-1 para se tornar ativa. Quando madura, a IL-1 β, 
induz a ativação da ciclooxigenase-2, e consequentemente induz a produção de PGE2 
(sistemicamente). Além disso, essa citocina induz a produção de oxido nítrico e induz 
a expressão de moléculas de adesão mediando assim processos inflamatórios. A IL-
1β também está envolvida nos sintomas clínicos da dor pós cirúrgica (RAEBURN et 
al., 2002; RAUPACH; et al. 2006; ZANG; AN, 2007; WOLF; et al. 2008; MARCHAND; 
et al. 2005; OLIVEIRA; et al. 2011). 
A literatura mostra que o envenenamento por serpentes Bothrops leva a um 
quadro típico de inflamação aguda que ocorre com a liberação de mediadores 
inflamatórios que induzem o recrutamento de leucócitos (BARROS et al., 1998; 
TEIXEIRA et al., 2009; WANDERLEY et al., 2014). Dentre os mediadores destacam-
se as citocinas (FEGHALI; WRIGHT, 1997) que tem a função de sinalização celular.  
As principais citocinas estudadas após indução por peçonha ou PLA2 isoladas 
de serpentes do gênero Bothrops são a IL-1β, IL-6 e TNF-α (LOMONTE et al., 1993; 
BARROS et al., 1998; ZAMUNER et al., 2001, 2005; TEIXEIRA et al., 2009; 
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WANDERLEY et al., 2014), pois as mesmas medeiam processos inflamatórios 
importantes na imunidade inata (CRUVINEL et al., 2010).  
Dados recentes da literatura mostram que células de músculo esquelético 
expressam TLRs que respondem a potenciais ligantes PAMPs ou DAMPs 
responsáveis por desencadear cascatas de fosforilação que ativam os fatores de 
transcrição resultando na produção de citocinas pró-inflamatórias, iniciando as 
respostas inflamatórias no tecido muscular (KASSEM et al., 2015). 
Em estudo realizado por Oliveira (2011), utilizando um modelo de lesão do 
músculo gastrocnêmio induzida pela peçonha de B. Jararacussu, observou-se que 
camundongos deficientes para TLR4 apresentaram inicialmente aumento do edema 
e diminuição de migração de macrófagos para a região. Posteriormente, houve um 
aumento de metaloproteinase- 2 e 9 e aumento de depósito de colágeno resultando 
num comprometimento do reparo celular após envenenamento. Esses dados sugerem 
que os TLRs podem ser importantes para a modulação da resposta inflamatória e 
consecutiva regeneração dos tecidos (PANDEY et al., 2015; OLIVEIRA, 2011). 
 
1.3 JUSTIFICATIVA 
 Os TLRs são receptores bem estudados na ativação e modulação de processos 
inflamatórios induzidos por PAMPs e DAMPs, porém, pouco se sabe sobre esses 
receptores ao se tratar de sua ativação por PLA2 secretadas da peçonha de serpentes 
ou por ligantes endógenos oriundos de envenenamento. Assim, diante da ineficiência 
dos soros antiofídicos no bloqueio dos danos locais e levando-se em conta a 
participação desses receptores em diversos processos inflamatórios, faz-se 
necessário compreender melhor a ativação dos TLRs após o envenenamento ofídico, 
para que num futuro próximo possa contribuir para a eficiência da terapia quanto aos 
efeitos locais do envenenamento. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 A proposta deste trabalho foi estudar a participação de diferentes TLRs durante 
o processo inflamatório local induzido pela peçonha e por duas PLA2 isoladas da 
peçonha da serpente B. jararacussu.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
• Avaliar a atividade miotóxica da peçonha de Bothrops jararacussu (BjussuV) e 
de duas PLA2 (BthTX-I e BthTX-II) por meio de estudos histológicos e análise 
dos níveis de creatina quinase. 
• Verificar o aumento da expressão dos TLR2, TLR4, TLR5 e TLR9 na lesão do 
músculo gastrocnêmio, induzida pelo B. jararacussu e pelas BthTX-I e BthTX-
II; 
• Avaliar a produção das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α relacionadas 
com a ativação dos TLRs. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 PEÇONHA E TOXINAS 
A peçonha de serpente Bothrops jararacussu (BjussuV) foi fornecida pelo 
Serpentário Proteínas Bioativas ( Batatais - SP ) e mantida sob refrigeração ( 8 ºC ) 
no Banco de Venenos da Amazônia no Centro de Estudos de Biomoléculas Aplicadas 
à Saúde, CEBio-UNIR-FIOCRUZ-RO (autorização: CGEN/CNPq 010627/2011-1 e 
IBAMA 27131-1). As PLA2 (BthTX-I e BthTX-II) foram isoladas da peçonha desta 
serpente, purificadas e, gentilmente, cedidas pelo Dr. Andreimar Martins Soares do 
CEBio da Fundação Oswaldo Cruz Rondônia (FIOCRUZ-RO).  
 
3.2 DOSAGEM PROTEICA 
A dosagem de proteínas do BjussuV, BthTX-I e BthTX-II foi realizada por meio 
de teste colorimétrico com o Kit BCA Protein Assay (Thermo scientific) de acordo com 
instruções do fabricante. Para a realização do ensaio foram misturadas 50 partes do 
reagente A (carbonato de sódio, bicarbonato de sódio, ácido bicinchoninico e tartarato 
de sódio em 0.1M de hidróxido de sódio) para 1 parte do reagente B (sulfato cúprico). 
Em seguida, em uma microplaca, foram adicionados 25 µL das amostras filtradas em 
membrana de PVDF de 0,22 µm (Millipore, Brasil) e 200 µL do reagente de trabalho 
(A+B), misturando por 30 segundos, a placa foi incubada a 37 ºC por 30 minutos e a 
absorbância medida em espectrofotômetro a 562 nm. A concentração de proteínas foi 
determinada pela comparação da densidade óptica – DO (562nm) das amostras com 
a de uma curva construída utilizando BSA como padrão e os resultados foram 
expressos em mg/mL. 
 
3.3 DOSAGEM DE ENDOTOXINAS 
Após a dosagem de proteínas, amostras da peçonha e das toxinas isoladas 
foram separadas e submetidas a dosagem de endotoxina pelo método LAL-Limulus 
Amebocyte Lysate (TAKAYAMA et al., 1994) com o kit QCL-1000 da Lonza (licença 
nº 1775), seguindo especificações do fabricante. A concentração de endotoxinas foi 
determinada pela comparação da densidade óptica – DO (562nm) das amostras com 
a de uma curva construída utilizando LPS como padrão e os resultados foram dados 
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em EU/µg, uma vez que o valor significativo para endotoxinas deve ser >0,1, todas as 
amostras estavam livres de endotoxinas, sendo os resultados: BjussuV 0,015983 
EU/µg, BthTX-I - 0,0009 EU/µg e BthTX-II 0,014608 EU/µg (anexo 1). 
 
3.4 ANIMAIS 
Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss machos, de peso entre 18 
e 22 gramas, fornecidos pelo Biotério da FIOCRUZ-RO. Os animais foram mantidos 
em condições padronizadas de biotério com temperatura e luz controlados, água e 
alimentação ad libitum. Os experimentos foram realizados mediante aprovação do 
projeto de pesquisa pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ-
RO, registrado sob o protocolo nº 2014/07 (anexo 2). 
 
3.5 ENVENENAMENTO E OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 
Os grupos de camundongos (18-22 g) receberam injeção intramuscular - i.m 
no músculo gastrocnêmio de 50 µg de BjussuV ou de BthTX-I ou BthTX-II filtradas em 
membrana estéril, diluídos em 50 µL de solução salina fisiológica estéril (s.s.f.) e, os 
animais controle receberam injeção intramuscular (i.m) de 50 µL de s.s.f. Após 3 
horas, as amostras de sangue foram obtidas da veia cava dos animais com o auxílio 
de seringas heparinizadas. Em seguida, os animais foram eutanasiados por 
deslocamento cervical, para coleta de amostras de tecido muscular, parte dessas 
amostras foram imediatamente congeladas em nitrogênio líquido, outra parte 
conservada em formaldeído a 10% em PBS para posterior confecção de lâminas 
histológicas. O sangue foi centrifugado a 700 xg por 15 minutos em centrífuga de 
micro tubos (Micro Spin: MS-43), separando o plasma para posteriores análises. As 
amostras de músculo congeladas foram estocadas em freezer a -80 ºC.  
 
3.6 ATIVIDADE MIOTÓXICA 
3.6.1 Lâminas histológicas 
Fragmentos de tecido muscular coletados conforme o item 3.5, foram 
separados em grupos e cada um acondicionado em cassete histológico. Os cassetes 
contendo os tecidos foram submersos em álcool 70% por 1 hora, álcool 96% por 1 
hora, álcool absoluto por 1 hora, xilol por 1 hora, seguido de nova imersão em xilol por 
mais 1 hora, adicionados em parafina líquida e acondicionados na estufa a 60 º C por 
1 hora.  Os blocos foram concluídos com o auxílio de um dispensador de parafina.  Os 
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blocos foram cortados com um micrótomo (2,5 µM), as fatias colocadas em banho-
Maria e posteriormente adicionadas às lâminas. As lâminas foram levadas a estufa a 
temperatura de 65 ºC a 70 ºC por 1 hora e 30 minutos. 
Após esse tempo, as lâminas foram coradas, de acordo com os seguintes 
passos: 5 minutos em álcool absoluto, 5 minutos em água, 10 minutos em 
hematoxilina de Harris, duas imersões de 5 minutos em água, 1 minuto em eosina, 
seis lavagens em álcool absoluto, 2 banhos de 1 minuto cada em xilol para retirar os 
resíduos do álcool. As lâminas foram embalsamadas com bálsamo do Canadá, 
cobertas com lamínula de vidro e analisadas às cegas por uma patologista com o 
auxílio do microscópio de luz. Os achados histológicos foram classificados em níveis 
de 1 a 3 de acordo com a intensidade sobre a área observada, sendo: 1 (+) discreto, 
2 (++) moderado e 3 (+++) intenso (quadro 2).  
 
3.6.2 Níveis plasmáticos de creatina quinase 
O plasma coletado conforme o item 3.5, foi utilizado para a avaliação da 
atividade miotóxica por meio da determinação da concentração da creatina quinase 
(CK) plasmático. A quantidade de CK-total foi avaliada utilizando método cinético UV, 
com kit CK-NAC Liquiform da Labtest (REF 117-1/60) de acordo com especificações 
do fabricante. Resumidamente, amostras de 5 µL de plasma foram adicionadas a uma 
microplaca UV, juntamente com 250 µL de reagente de trabalho e, incubadas a 37 ºC 
por 2 minutos. Em seguida foram realizadas duas leituras, com intervalo de 2 minutos, 
utilizando um espectrofotômetro a 340 nm. Os níveis de CK foram determinados pela 
comparação da densidade óptica – DO (340nm) das amostras com a de uma curva 
construída utilizando padrão de CK fornecido pelo fabricante. Os resultados foram 
expressos em U/L. 
 
3.7 HOMOGENEIZAÇÃO DOS TECIDOS 
Amostras de músculo coletadas conforme item 3.5, foram pesadas e 
homogeneizadas em 1 mL de s.s.f. Para isso, foi utilizado um homogeneizador de 
tecidos (IKA-T10 ULTRA-TURRAX) por 2 minutos na velocidade 5 (20.500 RPM). 
Após a homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 700 xg por 10 minutos 
em centrífuga de micro tubos (Micro Spin: MS-43) e, o sobrenadante coletado para 
dosagem de citocinas. 
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3.8 EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL 
Tecidos musculares com cerca de 50 a 100 mg coletados conforme o item 3.5 
foram transferidos para tubos contendo 1 ml de TRIzol® (Invitrogen) gelado, em 
seguida triturados com homogeneizador de tecidos (T10 basic ULTRA-TURRAX - IKA) 
por dois minutos na velocidade 5 (20.500 RPM). Para garantir a completa dissociação 
dos complexos de nucleoproteínas, o homogenato foi deixado em temperatura 
ambiente por 5 minutos, em seguida incubado por 3 minutos com clorofórmio e 
centrifugado a 12000 xg por 15 minutos a uma temperatura de 4 º C em centrífuga 
refrigerada (Eppendorf Centrifuge 5804 R). Após a centrifugação, a mistura ficou 
separada em fases, a parte aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo tubo. 
Para promover a precipitação do RNA foi adicionado 500 µL de isopropanol, incubado 
em temperatura ambiente e centrifugado por 12000 xg a 8 º C. Posteriormente, os 
tubos foram entornados sobre um papel absorvente para remover o sobrenadante e 
o RNA centrifugado com etanol (75%) a 10.500 xg por 5 minutos, a 8 º C. A lavagem 
com etanol foi repetida por mais uma vez e o centrifugado foi ressuspendido em 50 
µL de água DEPC - água ultrapura livre de DNase e RNase, tratada com 0,01 % de 
dietilpirocarbonato, estéril e filtrada (Invitrogen). Para dissolver o centrifugado e 
neutralizar as RNases, o material foi incubado por 10 minutos a 55 º C. A concentração 
de RNA foi medida em µg/ml com o auxílio do aparelho NanoVue-Plus (GE). O 
material foi mantido congelado a -80 º C para posterior síntese de DNA complementar 
(a metodologia foi realizada de acordo com protocolo cedido pela UNIFESP: DN:004 
- Extração do RNA total). 
 
3.9 SÍNTESE DO DNA COMPLEMENTAR 
Primeiramente realizou-se a eliminação do DNA contaminante, para isso foi 
preparada uma solução de RNA a uma concentração de 3 µg (extraídas conforme o 
item 3.8), água DEPC (Invitrogen), 10 x Reaction Buffer e RQ1 RNase-free DNase (1 
U/µL), que se trata de uma DNase livre de RNase. Essa solução foi incubada a 37 º 
C por 15 minutos. Em seguida efetuou-se a inibição da DNase e a linearização das 
cadeias de RNA com a adição de 2µL de Oligo (dT) primer (0,1 µg/µL), aquecimento 
a 65 º C por 10 minutos e posterior resfriamento em gelo. Para a síntese de DNA 
complementar, preparou-se uma solução de BSA (Acetilada 20 µg/ml), 10 µL M.MLV 
RT 5 x Reaction Buffer – Promega (REF M531A), 10 µL de deoxynucleotideo trifosfato 
(dNTP) a 10 mM e 2 µL de M.MLV Reverse Transcriptase – Promega (REF M1701). 
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Essa solução foi adicionada ao tubo contendo RNA, incubada por 1 hora a 37 º C, 
mais 10 minutos a 65 ºC e resfriada em gelo. O cDNA foi estocado a – 80 º C (a 
metodologia foi realizada de acordo com protocolo cedido pela UNIFESP: DN:007 – 
Síntese do DNA complementar com eliminação do DNA contaminante). 
 
3.10 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE - PCR EM TEMPO REAL 
Após a extração do RNA dos tecidos, e consecutiva produção do DNA 
complementar, as amostras seguiram para a amplificação pelo método de Reação em 
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR) em triplicata. Em fluxo escuro, foi 
preparada uma solução contendo 3,5 µL de água DEPC (Invitrogen), 5,0 µL de Master 
Mix Universal PCR –TaqMan (ref. 4304437) que consiste em mistura composta de 
oligonucleotídeos, tampão e enzima DNApolimerase; 0,5 µL de primer TaqMan TLR2 
ou TLR4, ou TLR5, ou TLR9 ou normalizador HPRT (Hipoxantina-guanina 
fosforibosiltransferase). Em seguida foi adicionado 9 µL dessa solução e mais 1 µL de 
cDNA em cada poço. A amplificação foi realizada em aparelho 7500 Real Time PCR 
System (Applied Biosystems) seguindo instruções do fabricante do kit Master Mix 
Universal PCR –TaqMan (ref. 4304437). 
 
3.11 DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO DE CITOCINAS 
As citocinas IL-1β e TNF-α foram dosadas no plasma e no homogenato do 
músculo gastrocnêmio (item 3.7) dos animais inoculados de acordo com o item 3.5. A 
dosagem das citocinas foi determinada por meio de teste imunoenzimático -ELISA. 
Para isso foi utilizado o Kit BD OptEIA de acordo com as instruções do fabricante. 
Resumidamente, o anticorpo de captura foi adicionado às microplacas e incubados 
por uma noite (overnight), para serem adsorvidos. No dia seguinte, as placas foram 
lavadas com o tampão de lavagem fornecido pelo kit (PBS+Tween), em seguida as 
placas foram incubadas com Assay diluente, com a função de bloquear os sítios 
inespecíficos. Após 1 hora foram lavadas novamente e incubadas com as amostras 
por 2 horas. Após lavagem foi adicionado o anticorpo de detecção, passando por outra 
lavagem e adição da enzima streptavidna-HRP conjugada, seguida de lavagem e 
incubação com substrato por 30 minutos, por último foi adicionada a solução stop. A 
leitura foi realizada em espectrofotômetro com os filtros de 450 nm e 570 nm e os 
resultados expressos em pg/mL ou pg/mg. 
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3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
A análise estatística dos resultados foi realizada por intermédio do programa 
estatístico GraphPad Prism versão 6.0, aplicando-se análise de variância ANOVA 
(one-way) com determinação do nível de significância para p < 0,05, através de 
comparações múltiplas por teste de Tukey. Os dados foram expresso em média ± erro 
padrão das médias (S.E.M).    
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4 RESULTADOS 
 
4.1 ATIVIDADE MIOTÓXICA 
4.1.1 Análise histológica  
O BjussuV e as BthTX-I e BthTX-II apresentaram atividade miotóxica e 
inflamatória. Com o objetivo de verificar a inflamação local e a mionecrose decorrentes 
do envenenamento ofídico, os músculos gastrocnêmios dos camundongos, coletados 
após 3 horas da indução com BjussuV / BthTX-I / BthTX-II ou s.s.f. foram submetidos 
a análise histológica. Nos grupos controle não tratado (figura 4 A/ quadro 2) e s.s.f. 
(figura 4 B/ quadro2), pode-se observar que as fibras musculares, vasos e nervos 
foram preservados. No entanto, nos demais grupos notou-se alterações teciduais 
discretas, moderadas ou intensas. De acordo com a leitura das lâminas, o grupo 
tratado com BjussuV apresentou extensas áreas de mionecrose, discreto infiltrado 
inflamatório neutrofílico e moderado extravasamento de hemácias (figura 4 C, D/ 
quadro 2). Já os animais que receberam injeção de BthTX-I também apresentaram 
extensas áreas de mionecrose e discreto infiltrado inflamatório neutrofílico, porém a 
hemorragia ocorreu de forma discreta, podendo ser visualizado também um edema 
intersticial (figura 4 E, F/ quadro 2). Os tecidos dos camundongos inoculados com 
BthTX-II apresentaram focos de necrose muscular, discreta inflamação neutrofílica e 
congestão vascular (figura 4 G, H/ quadro 2). Estes resultados são compatíveis com 
o aumentado índice de CK, liberado do músculo para o plasma, confirmando o efeito 
miotóxico, inflamatório e necrosante da peçonha de Bothrops jararacussu e das 
BthTX-I e BthTX-II. 
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Figura 4: Histologia de tecido muscular de camundongos
 
Cortes de músculo gastrocnêmio após 3 horas da injeção i.m. de 50 µg de BjussuV / BthTX-I / BthTX-
II ou 50 µL de s.s.f. A- Controle não tratado: fibras musculares, vasos e nervos preservados (A 100x). 
B- Controle salina: fibras musculares preservadas (B 100x). C e D- BjussuV: extensas áreas de 
necrose das fibras musculares (→), discreto infiltrado inflamatório neutrofílico (*) e extravasamento 
moderado de hemácias (+) (C 200x, D 400x). E e F- BthTX-I: extensas áreas de necrose das fibras 
musculares (→), infiltrado neutrofílico (*), edema intersticial e discreto extravasamento de hemácias (+) 
(E 200x, F 400x). G e H- BthTX-II: focos de necrose muscular (→), infiltrado inflamatório neutrofílico 
(*) discreto e congestão vascular (G 200x, H 400x). Corantes: Hematoxilina e Eosina. 
 
 
 
BjussuV 
Controle 
BthTX-I 
BthTX-II 
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Quadro 2: Qualificação dos danos causados ao tecido muscular: principais achados 
histológicos 
Grupo Infiltrado neutrofílico Necrose Extravasamento de hemácias 
Controle - - - 
Salina - - - 
BjussuV + +++ ++ 
BthTX-I + +++ + 
BthTX-II + ++ - 
(-) não induziu/ (+) discreto / (++) moderado / (+++) intenso  
 
4.1.2 Aumento dos níveis de CK no plasma 
A BthTX-II apresentou miotoxicidade mais elevada em relação aos demais 
tratamentos. Para quantificar a atividade miotóxica, foi dosado o nível de CK total do 
plasma dos grupos BjussuV / BthTX-I / BthTX-II (50 µg) ou 50 µL de s.s.f. após 3 horas 
da injeção. Desta forma observamos que o grupo BjussuV apresentou uma média de 
4572 ± 434,6 U/L (n = 3); enquanto BthTX-I obteve média de 3786 ± 795,7 U/L (n=4) 
e a BthTX-II demonstrou média de 8489 ± 1027 U/L (n=3); contra 331,7 ± 172,7 U/L 
(n=3) no grupo controle. Ainda, de acordo com as análises estatísticas, observou-se 
que todos os grupos causaram aumento significativo de CK em relação ao controle 
(*p < 0,05). Também foi possível observar diferença entre os grupos tratados, sendo 
a BthTX-II mais significativa em relação a BthTX-I e BjussuV (#p<0,05) (Figura 
5/Tabela 1).  
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Figura 5: Efeito miotóxico de BjussuV, BthTX-I e BthTX-II sobre camundongos Swiss 
#
##
* *
***
 
Grupos de 3-4 camundongos receberam injeção i.m de 50 µg de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II ou s.s.f. 
Após 3 horas, o plasma foi coletado e utilizado para a dosagem de CK-total. Todos os grupos tratados 
tiveram produção de CK significativa em relação ao controle (*p< 0,05). A BthTX-II induziu maior 
aumento em relação ao BthTX-I (#p<0,05). Os valores foram expressos em média ± SEM (ANOVA). 
 
 
Tabela 1:  Médias de produção de CK no plasma ± SEM 
Grupos 
 
CK (U/L) 
 
Salina 331,7 ± 172,7 
BjussuV 4572 ± 434,6 
BthTX-I 3786 ± 795,7 
BthTX-II 8489 ± 1027 
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4.2 AUMENTO DA EXPRESSÃO DOS TLRs  
Os tecidos coletados após 3 horas da injeção de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II 
ou salina, ou de animais não tratados foram submetidos a análise de expressão 
gênica. Para isso, foi necessário antes realizar a extração do RNAm e, subsequente 
síntese de cDNA. A expressão gênica dos TLRs foi quantificada por meio de sonda 
TaqMan. 
 
4.2.1 Aumento da expressão de TLR 2 
O aumento da expressão de TLR2 foi verificado após injeção da peçonha e das 
toxinas isoladas. Após 3 horas da injeção de 50 µg de BjussuV/ BthTX-I / BthTX-II ou 
50 µL de s.s.f. coletou-se o músculo gastrocnêmio para verificação da expressão 
gênica de TLR. Desta forma, foi possível observar que o grupo salina obteve uma 
média de 0,6094 ± 0,1130 (n=8) não apresentando expressão significativa de TLR 2 
em relação ao grupo controle não tratado 0,4794 ± 0,1777 (n=9). Todos os demais 
grupos, BjussuV 21,15 ± 3,519, (n=7), BthTX-I 30,71 ± 4,958 (n=8) e BthTX-II 35,07 ± 
3,866 (n=9) apresentaram aumento significativo da expressão gênica de TLR2 em 
relação ao controle salina com * p<0,05. Ainda, de acordo com as análises 
estatísticas, pode-se observar que todos os grupos tratados com a peçonha e as 
toxinas produziram maior aumento desse TLR em relação ao grupo não tratado 
(#p<0,05). Também foi possível verificar maior aumento induzido pelos BthTX-II em 
relação ao BjussuV (§p<0,05). Os valores foram expressos em média ± SEM (Figura 
6/ Tabela 2). 
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Figura 6: Expressão de TLR2 em tecido muscular de camundongos 
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Grupos de 5-9 camundongos receberam injeção i.m de 50 µg de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II ou 50 µL 
de s.s.f. Após 3 horas, o músculo gastrocnêmio foi coletado e utilizado para análise da expressão de 
TLR2. Todos os grupos apresentaram expressão significativa de TLR2 em relação ao controle salina 
(*p<0,05) e em relação ao grupo não tratado (#p<0,05). O BthTX-II apresentou expressão elevada em 
relação ao BjussuV (§p<0,05). Os valores foram expressos em média ± SEM (ANOVA).  
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4.2.2 Aumento da expressão de TLR4 
Grupos de camundongos receberam injeção i.m de 50 µg de BjussuV / BthTX-
I / BthTX-II ou s.s.f. e, após 3 horas, o músculo gastrocnêmio foi coletado para análise 
de expressão gênica de TLR4. De acordo com os resultados, o grupo controle não 
tratado apresentou média 0,9197 ± 0,1802 (n=6), o grupo controle tratado com salina 
apresentou média de 3,423 ± 0,9049 (n=5), já os demais grupos induziram um 
aumento expressivo de TLR4. Podem ser observadas as seguintes médias: BjussuV 
40,10 ± 7,982 (n=7), BthTX-I 77,66 ± 4,388 (n= 5) e BthTX-II 62,42 ± 10,50 (n=8). 
Assim, foi possível verificar que os grupos tratados com BjussuV, BthTX-I e BthTX-II 
induziram maior expressão de TLR4 quando comparados ao controle salina (*p<0,05) 
ou ainda em relação ao controle não tratado (#p<0,05). Também foi detectada maior 
aumento da expressão no grupo tratado com BthTX-II em relação ao BjussuV 
(§p<0,05). Os valores foram expressos em média ± SEM. (Figura 7/Tabela 2).  
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Figura 7: Expressão de TLR4 em tecido muscular de camundongos 
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Grupos de 5-8 camundongos receberam injeção i.m de 50 µg de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II ou 50 µL 
de s.s.f. Após 3 horas o músculo gastrocnêmio foi coletado e utilizado para análise da expressão de 
TLR 4. Todos os grupos apresentaram expressão significativa de TLR4 em relação ao controle salina 
(*p<0,05) e em relação ao grupo não tratado. O BthTX-I apresentou aumento significativo em relação 
ao BjussuV (§p<0,05). Os valores foram expressos em média ± SEM (ANOVA). 
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4.2.3 Quantificação da expressão de TLR5 
Após 3 horas da injeção de 50 µg de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II ou 50 µL de 
s.s.f. o músculo gastrocnêmio foi excisado e utilizado para análise da expressão de 
TLR5 pelo qRT-PCR. Desta forma, observamos que quando comparados ao controle 
não tratado (0,9983 ± 0,1498 n=4) ou ao controle salina (1,061 ± 0,1701 n=4), os 
grupos BjussuV (0,9120 ± 0,2075 n=10), BthTX-I (0,8806 ± 0,1535 n=10) e BthTX-II 
(0,6271 ± 0,06671 n=10) não apresentaram expressão significativa de TLR5 (p>0,05). 
Os grupos tratados com a peçonha e as toxinas também foram comparados entre si 
e não apresentaram resultados estatísticos significativos. Os valores foram expressos 
em média ± SEM (Figura 8/Tabela 2). 
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Figura 8: Expressão de TLR5 em tecido muscular de camundongos 
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Grupos de 4-8 camundongos receberam injeção i.m de 50 µg de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II ou 50 µL 
de s.s.f. Após 3 horas o músculo gastrocnêmio foi coletado e utilizado para análise da expressão de 
TLR 5. Não foi verificada expressão significativa de TLR5 entre os grupos tratados ou em relação aos 
controles. Os valores foram expressos em média ± SEM (ANOVA). 
 
 
 
 
 
 
43 
 
4.2.4 Quantificação da expressão de TLR 9 
Foi verificada a expressão gênica de TLR9 do músculo gastrocnêmio de 
camundongos após 3 horas de injeção i.m de 50 µg de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II 
ou 50 µg de s.s.f. De acordo com os resultados obtidos, foi possível observar que o 
grupo controle não tratado apresentou uma média de 0,6200 ± 0,2695 (n=5), o grupo 
controle salina obteve média 1,139 ± 0,2123 (n=5), BjussuV 1,673 ± 0,4697 (n=6), 
BthTX-I 1,581 ± 0,2479 (n=10) e o BthTX-II 1,788 ± 0,2096 (n=10) de expressão 
gênica. Desta forma, os grupos tratados com BjussuV, BthTX-I e BthTX-II não 
induziram expressão significativa de TLR9 quando comparados aos controles. Os 
grupos também foram comparados entre si e não foram detectadas diferenças 
significativas na expressão de TLR9 (p>0,05). Os valores foram expressos em média 
± SEM (Figura 9/Tabela 2). 
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Figura 9: Expressão de TLR9 em tecido muscular de camundongos 
 
 
 
Grupos de 4-9 camundongos receberam injeção i.m de 50 µg de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II ou 50 µL 
de s.s.f. Após 3 horas o músculo gastrocnêmio foi coletado e utilizado para análise da expressão de 
TLR 9. Não foi verificada diferença de expressão significativa de TLR9 entre os grupos tratados ou em 
relação aos controles. Os valores foram expressos em média ± SEM (ANOVA). 
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Tabela 2: Médias de expressão dos TLRs ± SEM 
Grupos 
 
TLR2 
 
TLR4 TLR5 TLR9 
Normal 0,479 ± 0,177 0,9197 ± 0,180 0,998 ± 0,149 0,620 ± 0,269 
Salina 0,609 ± 0,113 3,423 ± 0,904 1,061 ± 0,170 1,139 ± 0,212 
BjussuV 21,15 ± 3,514 40,10 ± 79,82 0,912 ± 0,207 1,673 ± 0,469 
BthTX-I 30,71 ± 4,958 77,66 ± 4,388 0,880 ± 0,153 1,581 ± 0,247 
BthTX-II 35,07 ± 3,866 62,42 ± 10,50 0,627 ± 0,066 1,788 ± 0,209 
 
4.3. PRODUÇÃO DE CITOCINAS 
4.3.1 Produção de TNF-α no tecido muscular 
A concentração de TNF-α foi avaliada no homogenato do músculo 
gastrocnêmio obtido após 3 horas da injeção i.m. de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II 
(50µg/50µL s.s. f.) ou 50µL s.s.f. Todos os tratamentos foram significativos em relação 
ao controle (*p<0,05), sendo BthTX-II a que induziu aumentos mais significativos de 
TNF-α, com uma média de 4922 ± 694,7 pg/mg (n=3), comparados a 441,1 ± 136 
pg/mg no grupo controle (n=4). Observou-se ainda que os demais grupos também 
apresentaram valores significativos de TNF-α em relação ao grupo controle, 
apresentando uma produção média de 2945 ± 960,8 pg/mg para o BjussuV (n=5) e 
2409 ± 520,9 pg/mg (n=4) para BthTX-I. Os grupos tratados com BjussuV, BthTX-I ou 
BthTX-II também foram comparados entre si. Desta forma, foi possível observar que 
a BthTX-II induziu aumento significativo de TNF-α em relação a BthTX-I (valores 
expressos em média ± SEM), (figura 10A/Tabela 3).   
 
4.3.2 Produção de TNF-α no plasma   
A concentração de TNF-α foi avaliada no plasma, obtido após 3 horas da i.m. 
de BjussuV, BthTX-I, BthTX-II (50µg/50µL s.s.f.) ou 50µL s.s.f. Todas os grupos 
testados induziram aumento significativo de TNF-α, quando comparadas ao controle 
(*p < 0,05). A média de concentração dessa citocina apresentada no plasma dos 
grupos foi de 33,92 ± 2,250 pg/mL para o BjussuV (n=6); 25,36 ± 1,322 pg/mL para 
BthTX-I (n=8); e 34,72 ± 2,654 pg/mL para BthTX-II (n=8), contra 9,829 ± 0,8427 
pg/mL no grupo controle (n=5). Os grupos tratados com BjussuV, BthTX-I ou BthTX-II 
também foram comparados entre si, podendo-se observar que o BthTX-II e o BjussuV 
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induziram maior aumento de TNF-α em relação ao BthTX-I, considerando #p<0,05 
(valores expressos em média ± SEM), (Figura 10B/Tabela 3). 
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Figura 10: Produção de TNF-α no tecido muscular e no plasma de camundongos 
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Grupos de 4-8 camundongos receberam injeção i.m de 50 µg de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II 
ou 50 µL de s.s.f. Após 3 horas, o plasma e o músculo gastrocnêmio foram coletados e 
utilizados para a dosagem de TNF-α. Tanto no músculo (A) quanto no plasma (B) todas as 
toxinas testadas induziram produção significativa de TNF-α em relação ao controle *p< 0,05 e 
a BthTX-II induziu maior aumento em relação ao BthTX-I #p<0,05. Os valores foram expressos 
em média ± SEM (ANOVA). 
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4.3.3 Produção de IL-1β no tecido muscular   
Os músculos dos grupos tratados com BjussuV, BthTX-I, BthTX-II ou s.s.f. 
foram homogeneizados e a concentração de IL-1β foi detectada por ELISA. Desse 
modo, nesses tecidos, foram encontradas concentrações significativas dos níveis de 
dessa citocina quando comparados os grupos tratados com BjussuV, BthTX-I ou 
BthTX-II ao controle (*p<0,05). Sendo que a média de produção dessa citocina foi de 
5764± 230,3 pg/mg para o BjussuV (n=3), 4277± 277,3 pg/mg para BthTX-I (n=4) e 
11261± 174,1 pg/mg para o grupo BthTX-II (n=3) contra 1836 ± 108,7 pg/mg do 
controle (n=3). As toxinas também foram comparadas umas às outras, assim, foram 
identificadas diferenças significativas entre as mesmas (#p<0,05), sendo que a BthTX-
II induziu maior aumento em relação a BthTX-I e ao BjussuV e, a peçonha induziu 
ainda maior aumento de IL-1β quando comparado a BthTX-I (valores expressos em 
média ± SEM), (Figura 11 A/Tabela 3).   
 
4.3.4 Produção de IL-1β no plasma  
Os plasma dos grupos tratados com BjussuV, BthTX-I, BthTX-II ou s.s.f. foi 
utilizado para análise da concentração de IL-1β por ELISA. Assim, verificou-se que a 
BthTX-II induziu produção significativa dessa citocina em relação ao controle 
(*p<0,05). Os demais grupos também induziram aumento, porém, não significativos. 
O BjussuV apresentou média de 32,83 ± 1,919 pg/mg (n=3); a BthTX-I 29,45 ± 1,664 
pg/mL (n=5) e a BthTX-II 37,75 ± 3,768 pg/mL (n=3), contra 27,55 ± 6351 pg/mL no 
grupo controle (n=4) (valores expressos em média ± SEM), (Figura 11 B/Tabela 3). 
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Figura 11: Produção de IL-1β no tecido muscular e no plasma de camundongos 
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Grupos de 4-8 camundongos receberam injeção i.m de 50 µg de BjussuV / BthTX-I / BthTX-II 
ou 50 µL de s.s.f. Após 3 horas, o plasma e o músculo gastrocnêmio foram coletados e 
utilizados para a dosagem de IL-1β. No músculo (A) todas as toxinas testadas induziram uma 
produção significativa de IL-1β em relação ao controle *p<0,05 havendo diferença entre os 
tratamentos #p<0,05. No plasma (B) o grupo BthTX-II apresentou produção significativa de IL-
1β em relação ao controle *p<0,05. Os valores foram expressos em média ± SEM (ANOVA). 
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Tabela 3: Médias de produção de TNF-α e IL-1β ± SEM 
Grupos 
 
TNF-α 
Músculo 
(pg/mg) 
 
TNF-α 
Plasma 
(pg/mL) 
IL-1β 
Músculo 
(pg/mg) 
IL-1β 
Plasma 
(pg/mL) 
Salina 441,1 ± 136 9,829 ± 0,842 1836 ± 108,7 27,55 ± 6,351 
BjussuV 2945 ± 960,8 33,92 ± 2,250 5764 ± 230,3 32,83 ± 1,919 
BthTX-I 2409 ± 520,9 25,36 ± 1,322 4277 ± 277,3 29,45 ± 1,664 
BthTX-II 4922 ± 694,7 34,72 ± 2,654 11261 ± 174,1 37,75 ± 3,768 
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5 DISCUSSÃO  
 
Os TLRs são receptores que estão envolvidos na ativação e modulação de 
processos inflamatórios induzido tanto por PAMPs quanto por DAMPs. É conhecido 
que os venenos induzem um quadro local de extensa inflamação e mionecrose 
decorrente da ação de toxinas com estrutura de PLA2 presentes em grandes 
quantidades nesses venenos ou por ligantes endógenos oriundos do envenenamento. 
Com base nesse conhecimento, a compreensão sobre o mecanismo de ativação dos 
TLRs e a participação desses receptores no envenenamento experimental é de 
grande relevância.  
Dentre os efeitos causados pela peçonha de serpentes do gênero Bothrops, 
um dos que mais se destacam é a miotoxicidade (MEBS et al., 1983; QUEIROZ et al., 
1984; GUTIERREZ; LOMONTE, 1985; MILANI JÚNIOR et al., 1997; MONTEIRO-
MACHADO et al., 2015), que é caracterizada por lesão do tecido muscular, 
ocasionada precocemente pela necrose desse tecido. Esse efeito se deve a ação de 
proteínas básicas miotóxicas presentes nessas peçonhas, a PLA2 Lys-49 e a PLA2 
Asp-49. Essas miotoxinas são conhecidas por ocasionar graves lesões musculares, 
podendo agir por rompimento da membrana plasmática causando a hidrólise dos 
fosfolipídios e posterior influxo de cálcio (GUTIÉRREZ, 2016; GUTIÉRREZ et al., 
1984a; GUTIÉRREZ et al., 1984b), levando a morte celular, degeneração das fibras 
musculares e consequente erijecimento das fibras do músculo (GUTIERREZ; 
OWNBY, 2003; GUTIERREZ; LOMONT, 2013; AYRES, 2015). Os danos locais 
descritos após o envenenamento, podem ser um resultado tanto direto da ação da 
peçonha e/ou toxinas quanto indireto por amplificação das respostas inflamatórias às 
lesões causadas pela peçonha e/ou miotoxinas (NASCIMENTO et al., WANDERLEY 
et al., 2014). 
A miotoxicidade pode ser detectada por análise histológica e, principalmente, 
pela liberação da CK para a corrente sanguínea, indicando lesão sarcolemal, pois em 
condições normais esta enzima é encontrado no interior do músculo, ocorrendo baixa 
quantidade circulante (CALIL-ELIAS et al., 2002; BARBOSA et al., 2009; OLIVEIRA, 
2011). Uma vez que já está bem evidenciado em outros estudos que o pico de CK no 
plasma ocorre aproximadamente após 3 horas de indução, os experimentos aqui 
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descritos foram realizados nesse período (GUTIÉRREZ, et al., 1991; SANTOS et 
al.,1992).  
No presente estudo, foi evidenciado mediante análise histológica que o 
BjussuV induziu mionecrose, apresentando extensas áreas de necrose, hemorragia e 
presença de infiltrado neutrofílico. Além disso, por análise bioquímica, um aumento 
significativo dos níveis de CK plasmático foram detectados, confirmando o efeito 
miotóxico do BjussuV.  
Corroborando com os dados presentemente obtidos, estão os de MEBS et al. 
(1983). Esses autores testaram a peçonha de 25 espécies de diferentes serpentes 
sendo a maioria delas da família Viperidae. Em seu estudo, os autores observaram 
por meio de lâminas histológicas que 20 dessas espécies foram capazes de induzir a 
mionecrose e dentre essas espécies, a B. jararacussu foi uma das que se mostrou 
miotóxica. Ainda confirmando a capacidade mionecrótica de BjussuV, outros autores 
observaram uma importante degeneração das fibras do músculo com áreas necróticas 
após 3, 4 ou 24 horas da i.m de BjussuV (CALIL-ELIAS et al., 2002; VERONESE et 
al., 2005; BARBOSA et al., 2009; SATURNINO-OLIVEIRA et al., 2012). Herrera et al. 
(2016) injetaram 50 µg de peçonha de B. asper em músculo gastrocnêmio de 
camundongos e também verificaram necrose das fibras musculares após 1h e 6h, 
demonstrando assim, que a mionecrose ocorre precocemente. Desta forma, a necrose 
verificada no presente estudo vem contribuir para a confirmação da precocidade 
desse processo e enriquecer os dados já existentes. 
Após o dano tecidual, os neutrófilos são as primeiras células a migrar para o 
sítio da lesão, seguido por macrófagos M1 que podem ser induzidos por TNF-α, 
interferon-γ ou pela interação de ligantes aos seus receptores TLR, passando a 
produzir citocinas como a IL-1, IL-12 e TNF-α ou espécies reativas de oxigênio, 
amplificando assim os danos teciduais. Em seguida, os macrófagos polarizam para o 
fenótipo M2 que são responsáveis pela remoção dos detritos culminando com a 
resolução da inflamação (GORDON, 2003; TIDBALL et al., 2010; OLIVEIRA et al., 
2016). Em um estudo realizado por Wanderley et al. (2014), os autores observaram a 
migração de neutrófilos para o local da lesão 1 hora após a inoculação de BjussuV 
em pata de camundongo. Os mesmos autores também demonstraram que o BjussuV 
é capaz de induzir a migração de neutrófilos humanos in vitro. Saturnino-Oliveira et 
al. (2012), verificaram após 2 horas da injeção de BjussuV que o número de neutrófilos 
contidos na corrente sanguínea diminui significativamente em relação ao controle, 
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indicando que essas células permearam o endotélio vascular para migrar para o sítio 
da lesão. Em cortes histológicos, esses autores também verificaram intenso infiltrado 
de células inflamatórias no tempo de 24 horas, porém não realizaram testes 
histológicos com menor tempo após a indução.  
Em estudo realizado por Gutiérrez et al. (1986) demonstraram aumento de 
leucócitos após 6 horas de inoculação da peçonha de B. asper no músculo 
gastrocnêmio de camundongos. Moreira et al. (2012) também observaram migração 
de leucócitos para a cavidade peritoneal de camundongos, após 1 e 8 horas da 
inoculação de peçonha de Bothrops atrox. Em estudo similar, Herrera et al. (2016) 
injetaram 50 µg de peçonha de B. asper em músculo gastrocnêmio de camundongos 
e verificaram um maior número de células inflamatórias após 6 e 24 horas, sendo que 
nas primeiras 6 horas predominaram células polimorfonucleares como neutrófilos e, 
após 24 horas, houve maior predominância de macrófagos, o que confirma os dados 
do presente estudo, pois foi verificado infiltrado neutrofílico nas primeiras horas após 
indução, corroborando com a literatura.   
Quanto ao extravasamento de hemácias observado no grupo BjussuV do 
presente estudo, pode-se afirmar que é um evento comum ao envenenamento por 
serpentes Bothrops devido ao veneno ser uma mistura de substâncias com diferentes 
ações (MAGRO et al, 2004; WATANABE et al., 2005; ZULIANI et al., 2005; PANUNTO 
et al., 2006; ANGULO; LOMONTE, 2009; MENALDO et al, 2012; RODRIGUES, et al., 
2014; ANGULO et al., 2014; SARTIM et al., 2015; ZAQUEO et al., 2016), tais como 
as metaloproteinases que possuem principalmente ação hemorrágica (GUTIÉRREZ; 
RUCAVADO, 2000). Ao injetar BjussuV e outras peçonhas de diversas espécies da 
família Viperidae na pata de camundongos ou até mesmo na pele, MEBS et al. (1983) 
observaram acentuada hemorragia em quase todas as peçonhas testadas. Outros 
autores também observaram atividade hemorrágica após indução com BjussuV 
(CALIL-ELIAS et al., 2002; BARBOSA et al., 2009; WANDERLEY et al., 2014). Após 
1h e 6h da indução com B. asper; Herrera et al. (2016) verificaram um abundante 
número de eritrócitos em músculo gastrocnêmio de camundongos. Outros autores 
também haviam verificado, anteriormente, a presença de atividade hemorrágica nas 
peçonhas de Bothrops (GUTIÉRREZ et al., 1980; GUTIÉRREZ; CHAVES, 1980; 
CHAVES et al., 2005; SILVA et al., 2016). Desta forma os resultados verificados no 
presente estudo corroboram com os já descritos na literatura. 
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Analisando cortes histológicos, Wanderley et al. (2014) também observaram o 
aparecimento de edema após injeção de BjussuV na pata de camundongos. Isto pode 
ocorrer devido ao aumento da permeabilidade vascular durante o processo 
inflamatório (RYAN; MAJNO, 1977; WANDERLEY et al., 2014), causado por 
componentes da peçonha de Bothrops como as fosfolipases Lys-49 e Asp-49 
(TEIXEIRA, 2011). Outro fator que pode contribuir para o edema é a produção de 
segundos mensageiros, os eicosanóides derivados do ácido araquidônico, 
decorrentes da ação dessas fosfolipases sobre a membrana celular (KINI, 2003). 
Ferraz et al. (2014) incubaram músculos do diafragma com 40µg/mL de 
BjussuV e puderam observar edema com intensa mionecrose. Monteiro-Machado et 
al. (2015) também observaram desorganização celular, edema e intensa presença de 
células inflamatórias após 24 horas da injeção de BjussuV no músculo extensor digital 
de camundongos. 
Na atual pesquisa o BjussuV induziu aumento significativo dos níveis de CK 
encontrados no plasma em relação aos controles. Esses dados estão de acordo com 
os verificados por outros autores (CALIL-ELIAS et al., 2002; SATURNINO-OLIVEIRA 
et al., 2012; MONTEIRO-MACHADO et al., 2015). Também foi identificado aumento 
significativo desses níveis quando induzidos por outras serpentes do gênero Bothrops 
(MEBS et al., 1983; SOUZA et al., 2012; PATRÃO-NETO et al., 2013; HERRERA et 
al., 2016).  No presente estudo, os altos níveis de CK encontrados no plasma estão 
condizentes com a mionecrose verificada mediante análise histológica após indução 
com BjussuV.  
Dados da literatura mostram que a BthTX-I possui não somente efeitos 
miotóxicos como também citotóxicos, além de neurotóxicos causando bloqueio 
neuromuscular, que pode estar associado a degeneração do nervo e músculo 
(CHIOATO et al., 2007; GEBRIN et al., 2009; PRINHOLATO et al., 2015; MELARÉ et 
al., 2016). No presente estudo verificou-se mediante análise histológica que a BthTX-
I induziu extensas áreas de necrose, infiltrado neutrofílico, edema intersticial e um leve 
extravasamento de hemácias, corroborando com dados da literatura (ANDRIÃO-
ESCARSO et al., 2000; VERONESE et al., 2005; CORREIA-DE-SÁ et al., 2013). 
Pereira et al., 2009 injetaram BthTX-I na cavidade peritoneal de camundongos e 
puderam observar a migração de leucócitos para a cavidade peritoneal com 
predominância de neutrófilos 6 horas após a indução; o que indica que essas células 
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migram precocemente após a lesão (OLIVEIRA et al., 2016), concordando com os 
resultados presentemente obtidos.  
O BthTX-I também induziu elevação nos níveis de CK o que está de acordo 
com o estudo realizado por Monteiro-Machado et al. (2015) que avaliou os níveis 
dessa enzima no plasma de camundongos após serem inoculados com a toxina Lys49 
de B. jararacussu. Outros autores verificaram níveis elevados de CK após indução 
com Lys49 de Bothrops jararacussu (ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000) ou de outras 
espécies de Bothrops (CECCHINI et al., 2004; MORA-OBANDO, et al., 2014; DE 
MOURA et al., 2014). Os níveis elevados de CK verificados neste trabalho, confirmam 
a necrose verificada no tecido muscular desses animais. 
A falta de atividade catalítica de BthTX-I (PLA2Lys49) não interferiu na sua 
miotoxicidade, sugerindo que outros mecanismos, desempenhem esse papel 
(MELARÉ et al., 2016). Dentre os mecanismos, há a hipótese de alterações 
sarcolemais por interação da região C-terminal do fosfolipídio com a membrana 
(GEBRIM, L. C. et al., 1991; MONTECUCCO et al., 2008) porém esse mecanismo 
ainda é pouco conhecido.  
  De acordo com Ayres et al. (2015), a BthTX-II é responsável pela maior 
degeneração muscular, devido à atividade fosfolipásica. Essa miotoxina causa 
inibição da bomba de cálcio levando ao seu acúmulo no interior das células, 
provocando assim a morte celular por necrose (CHOI, 1988; YU 2003). Neste trabalho, 
a BthTX-II induziu infiltrado inflamatório neutrofílico no músculo necrótico, mas não 
afetou vasos ou nervos corroborando com os resultados encontrados por 
GUTIÉRREZ et al. (1991) e por VERONESE et al. (2005). Ainda, de acordo com 
Gutiérrez et al. (1991) houve maior aumento leucocitário tanto de neutrófilos quanto 
de macrófagos após 24 horas da injeção, além de terem observado também a 
regeneração das fibras do músculo após o período de uma semana. Andrião-Escarso 
et al. (2000) também observaram mionecrose por meio de cortes histológicos após 6 
horas da indução com BthTX-II e, após 24 horas, verificaram edema, desestruturação 
das fibras do músculo, mionecrose e infiltrado leucocitário. Não houve lesão dos 
capilares, veias ou artérias.   
 Pereira et al. (2009) injetaram BthTX-II em cavidade peritoneal de 
camundongos e também observaram a migração de neutrófilos in vitro após 6 horas 
da indução, confirmando a atividade inflamatória dessa toxina (MONTEIRO-
MACHADO et al., 2015). 
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Essa toxina também induziu a um aumento de CK, corroborando com estudos 
anteriores (ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000; VERONESE et al., 2005; CECCHINI et 
al., 2009; DE MOURA et al., 2014; MONTEIRO-MACHADO et al., 2015). Os níveis de 
CK aqui verificados estão condizentes com os danos visualizados mediante análise 
histológica.  
De acordo com estudos anteriores, ambas as toxinas BthTX-I e BthTX-II 
induzem quantidades similares de células inflamatórias (PEREIRA et al., 2009). 
Porém, a Asp49 apresenta maior miotoxicidade (CK) em relação a Lys49 sugerindo 
que o efeito tóxico dessa enzima é reforçado pela atividade catalítica (ANDRIÃO-
ESCARSO et al., 2000; CECCHINI et al., 2009; PEREIRA et al., 2009). 
Ainda, os níveis de CK significativamente mais elevados de BthTX-II em relação 
ao BthTX-I e ao BjussuV corrobora os dados descritos anteriormente (VERONESE et 
al., 2005). A diferença observada entre a BthTX-I e BthTX-II quanto a esses níveis 
pode estar relacionada com a atividade enzimática da BthTX-II, uma vez que, esta 
toxina é enzimaticamente ativa e, a BthTX-I é desprovida de atividade enzimática 
(CINTRA et al, 1993; WARD et al., 1995; HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988; 
MARCUSSI, 2007). Além disso, o maior aumento de CK verificado neste estudo com 
a BthTX-II, em relação a mionecrose observada na análise histológica, pode ser 
devido a ação cardiotóxica desta toxina, causando vasta lesão no músculo cardíaco, 
contribuindo assim para o aumento do CK-total (RICARDO, 2013). Outra hipótese 
pode ser que a secção de tecido analisada não demonstrou todo o dano causado ao 
total do tecido. 
Mora-Obando et al. (2014) injetaram PLA2 Lys49 e PLA2 Asp49 em músculo 
gastrocnêmio de camundongos e obtiveram um maior aumento dos níveis de CK no 
plasma ao injetarem essas duas miotoxinas em conjunto, que ao injetarem 
separadamente, fazendo uma menção ao sinergismo desempenhado por essas 
toxinas. Os mesmos autores ainda mostraram que uma pequena dose de Asp49 
adicionada a Lys49 amplifica os efeitos citotóxicos desta segunda, porém quando o 
contrário é realizado não há amplificação desses efeitos, o que se deve à atividade 
enzimática de Asp49. Porém, no presente trabalho a BthTX-II apresentou maior 
miotoxicidade individual que quando integrando a peçonha, o que também ocorre em 
outros estudos (VERONESE et al., 2005; MONTEIRO-MACHADO et al., 2015). Este 
fato pode estar associado a dose utilizada, pois em 50 µg de peçonha estão presentes 
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várias proteínas com atividades diferentes, ou ainda pode estar relacionado a ação 
dos diferentes componentes do veneno, o que poderia estar inibindo esse sinergismo.  
Mecanismos adicionais de ação bem como o envolvimento de receptores 
presentes na membrana das células vem sendo investigados com o intuíto de 
identificar de que forma as PLA2 agem. Células de músculo esquelético expressam 
TLRs que respondem a potenciais ligantes endógenos. Após o reconhecimento do 
ligante ocorre uma alteração conformacional no domínio intracelular dos TLRs levando 
ao recrutamento das moléculas adaptadoras, cujas principais são MyD88 e TRIF. 
Essas moléculas levam a ativação de cascatas de sinalização intracelular culminando 
na liberação dos fatores transcricionais como o NFkB que é translocado até o núcleo 
dando início a produção de citocinas pró-inflamatórias, as quais, por sua vez iniciam 
a resposta inflamatória (LIN et al., 2010; MOREIRA et al., 2013; HENRIQUES-PONS 
et al., 2014).  
Estudo desenvolvido, sugere que os receptores TLR2 e TLR4 reconhecem 
danos ocorridos após lesão estéril por isquemia e reperfusão renal (PEDREGOSA et 
al., 2011). Os padrões moleculares associados a danos ativam funções de neutrófilos 
pela via de sinalização TLR, iniciando resposta inflamatória estéril (HUANG et al., 
2015). A ativação do TLR4 induz a produção de citocinas inflamatórias tais como IL-
1, IL-6, e TNF-α o que estimula a ativação de macrófagos, contribuindo para a 
inflamação (FERRAZ et al., 2011; SOUTHERLAND et al, 2006). 
No presente estudo, houve expressão significativa de TLR2 no tecido muscular 
de camundongos Swiss, sugerindo o envolvimento desses receptores nas reações 
inflamatórias após indução por BjussuV e pelas PLA2 miotóxicas BthTX-I e BthTX-II. 
Moreira et al. (2013) injetaram peçonha de Bothrops atrox em peritônio de 
camundongos com deleção de MyD88 e puderam observar que não houve aumento 
significativo do total de leucócitos e TNFα, havendo ainda uma redução da produção 
de IL-1β nos camundongos com deleção de MyD88 em relação aos camundongos 
selvagens, indicando que essa molécula é importante para ativação de resposta 
inflamatória após indução por peçonha de serpente. 
Leiguez et al. (2014) incubaram macrófagos peritoneais de camundongos com 
deleção para TLR2 ou MyD88 com fosfolipases A2 de B. asper e puderam observar 
que houve uma redução na produção IL-1β em relação aos macrófagos peritoneais 
de camundongos selvagens, demonstrando pela primeira vez a relação de uma PLA2 
secretada de veneno com a ativação da resposta inflamatória mediada por TLR2. 
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Dessa forma, os resultados obtidos corroboram com os dados da literatura, uma vez 
que, houve aumento transcricional de TLR2 em relação aos controles após indução 
por BjussuV e suas sPLAs.  
Ainda, os resultados mostraram que tanto o BjussuV quanto as fosfolipases 
miotóxicas, BthTX-I ou BthTX-II, induziram aumento da transcrição de TLR4. Em 
estudo realizado por Paiva-Oliveira et al. (2012), os autores sugeriram que a 
deficiência do TLR4 leva à diminuição do processo inflamatório, e ao aumento da 
formação de tecido fibroso após 10 dias da injeção de BjussuV, porém, 3 dias após a 
injeção de BjussuV, tanto camundongos deficientes em TLR4 quanto os selvagens, 
haviam apresentado mionecrose e infiltrado inflamatório. Ainda, animais com deleção 
de TLR4 tiveram aumento da área de lesão e infiltrado inflamatório em relação aos 
animais controle em modelo de envenenamento por BjussuV (OLIVEIRA, 2011) e em 
lesão pulmonar asséptica (ZHAO et al., 2010), mas diminuição em modelo de 
isquemia cardíaca (OYAMA et al., 2004). Dessa forma, é possível inferir um papel do 
TLR4 na modulação da resposta inflamatória após ativação por DAMPs gerados pela 
ação do BjussuV no músculo gastrocnêmio de camundongos, uma vez que, os 
DAMPs liberados dos tecidos ou células danificadas formam ligantes endógenos para 
ativar receptores TLR (BASU et al., 2016).  
O reconhecimento de DAMPs por TLR aciona o recrutamento de mais células 
imunitárias estimulando o processo inflamatório e iniciando a reparação dos tecidos 
danificados (MEDZHITOV, 2008; FELDMAN et al., 2015). Corroborando com esses 
dados literários, o aumento da expressão do TLR4 no músculo gastrocnêmio de 
camundongos pode estar relacionado aos danos provenientes da indução por 
BjussuV ou, BthTX-I e BthTX-II, uma vez que a expressão foi identificada 
concomitantemente à mionecrose. Cabe ressaltar que Oliveira (2011) verificou o 
aumento de infiltrado inflamatório de macrófagos mesmo em animais com deleção 
desse TLR. Porém há ainda a necessidade de uma melhor investigação dos 
mecanismos de ativação (se por fosfolipases ou por DAMPs) dos TLR no modelo aqui 
proposto, pois os camundongos com deleção para TLR4 continuam expressando 
TLR2 e todos os demais TLRs, o que pode influenciar na resposta inflamatória. 
No presente trabalho não foi observada a expressão significativa de TLR5. 
Também não foram encontrados dados na literatura que relacionem o TLR5 com 
envenenamento por serpentes. Porém há indícios de que o TLR5 pode ser ativado 
não só por flagelina bacteriana, mas também por ligantes endógenos produzidos na 
59 
 
sinovia inflamada, desempenhando um papel crucial na inflamação óssea, assim 
como na artrite reumatóide, podendo ser uma chave para o tratamento de diversas 
doenças autoimunes (CHAMBERLAIN et al., 2012; KIM et al., 2013; KASSEM et al, 
2015). Ainda, estudos importantes tem sido realizados envolvendo agonistas de 
TLR5, derivados de flagelina, que estão sendo desempenhados na defesa do 
hospedeiro contra dermatites, mucosites, e diversos tipos de tumores, devido ao perfil 
na modulação de respostas inflamatórias gerado pelo TLR5 a partir do 
reconhecimento desses agonistas (BRACKETT et al., 2016; LI et al., 2016). Esses 
dados mostram que esses TLR são de grande importância para a compreensão de 
processos inflamatórios. 
Menino et al.(2013) tratou camundongos selvagens e deficientes em TLR9 com 
cepas de fungos e pode observar que o TLR9 é crucial para a sobrevivência de 
camundongos, sendo que a sua falta acarretou em aumento da expressão de 
citocinas proinflamatórias, tais como TNF-α e IL-6, e de células como macrófagos, 
neutrófilos, células dendríticas e com consequente morte prematura. Nesse estudo 
não foi detectado o aumento da expressão do TLR9 no músculo de camundongos 
após 3 horas de indução por BjussuV, BthTX-I ou BthTX-II, porém foi verificada 
produção significativa de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β, que podem estar 
relacionadas com o infiltrado neutrofílico após a necrose e ao aumento da expressão 
de TLR2 e TLR4 nos tecidos musculares. Vale destacar que os receptores TLRs são 
sensores primários de patógenos e também são responsáveis por reconhecer danos, 
sendo importantes desencadeadores da inflamação levando a produção de 
mediadores inflamatórios (KUMAR; et al., 2011).  
Os leucócitos, após ativação de TLR, secretam as citocinas TNF-α e IL-1β 
(CICILIOT e SCHIAFFINO, 2010), as quais aumentam a inflamação e 
consequentemente a regeneração dos tecidos (OLIVEIRA et al., 2011). O TNF-α é 
liberado principalmente por macrófagos, monócitos, neutrófilos e células T. Essa 
citocina desempenha um importante papel no movimento dos leucócitos tanto em 
órgãos linfóides normais quanto em tecidos inflamados, devido a ela ser uma das 
principais reguladoras da expressão de moléculas de adesão (SEDGWICK, et al., 
2000), essa citocina, além de induzir moléculas de adesão (MIYATA et al., 1999; 
SEDGWICK et al., 2000) também é responsável por induzir a migração de leucócitos 
para o sítio da lesão, seja ela de origem patogênica ou estéril. A literatura relata 
também a sua participação na indução de alterações no endotélio causando 
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disfunções da coagulação sanguínea, estimulação do metabolismo oxidativo de 
fagócitos, além das ações quimiotáticas (SHIBATA et al., 1999). Entre outra funções, 
esta citocina também estimula a produção de IL-1β e juntas aumentam o efeito sobre 
a produção de leucócitos (SAKLATVALA, 1986).  
A IL-1β é produzida por macrófagos e monócitos, assim como por células não 
imunológicas, que são ativadas durante lesão celular, infecção, invasão e inflamação 
(OLIVEIRA et al., 2011). Após sua liberação, essa citocina desencadeia inúmeros 
processos biológicos que modulam a resposta inflamatória, como a produção de óxido 
nítrico e de eicosanoides via ativação da ciclooxigenase-2 e, a expressão de 
moléculas de adesão (WANDERLEY, 2014). 
As citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α, são importantes mediadores inflamatórios 
observados em modelos de indução por PLA2 de Bothrops (BURIGO et al., 1996; 
ZULIANI et al., 2005). Foi verificado que essas citocinas induzem a transcrição gênica 
de fosfolipases A2 do indivíduo atingido, o que acarreta em produção de mais citocinas 
uma vez que as fosfolipases A2 secretadas de mamíferos podem ser induzidas por 
citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6 e TNF-α (YAMASHITA et al., 1994; VADAS 
et al., 1996) e assim sucessivamente (NAKAZATO et al., 1991; CHACUR, 2004) até 
que mecanismos induzam a produção de citocinas anti-inflamatórias que vão controlar 
esse processo. No presente estudo, tanto o BjussuV, quanto as suas toxinas isoladas 
BthTX-I e BthTX-II, induziram um aumento significativo de TNF-α local e sistêmico 
quando comparadas ao controle, corroborando com estudos anteriores 
(PETRICEVICH et al, 2000; WANDERLEY et al., 2014;). Observou-se ainda que os 
grupos apresentaram produção significativa de IL-1β no tecido, porém, apenas o 
BthTX- II foi significativa a nível sistêmico no modelo e tempo estudado. Em estudo 
desenvolvido por Zuliani et al. (2005) verificaram aumento de IL-1 na cavidade 
peritoneal de camundongos 3 horas após a injeção de fosfolipases A2 MT-II (Lys 49) 
e MT-III (Asp-49) de Bothrops asper. No mesmo estudo verificou-se também aumento 
dos níveis de TNF-α 1 hora após a injeção de MTIII (Asp 49) de B. asper. Moreira et 
al. (2012) também observaram a produção de citocina TNF-α após 1-8 horas da 
inoculação de peçonha de Bothrops. 
Em estudo realizado por Chaves et al. (2005), demonstraram que a inibição das 
citocinas IL-1β, TNF-α e IL-6, não influenciou nos níveis de CK, hemorragia ou edema 
observados após injeção de B. asper, sugerindo que a inflamação ocasionada por 
essas citocinas tem um papel regenerativo. Uma vez que um dos papéis dessas 
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citocinas é provocar aumento de leucócitos na área de injuria, ocasionando a remoção 
dos debris provenientes de tecido necrótico, pode-se inferir que as citocinas pro-
inflamatórias são responsáveis pela modulação da resposta inflamatória, porém, 
quando produzidas em excesso, podem agravar os efeitos locais e sistêmicos 
acarretando em sérios problemas como a perda de função, sepse ou até a morte 
(CURFS et al., 1997; LIN et al., 2000; SOMMER; WHITE, 2010; OLIVEIRA et al., 
2011). 
A expressão gênica dos TLR2 e TLR4 sugere que esses receptores estão 
envolvidos no processo inflamatório provocado após o envenenamento ofídico ou por 
fosfolipases A2 Lys e Asp secretadas, implicando na sua importância como receptores 
a serem estudados como chave para o desenvolvimento de terapias mais eficientes 
contra esses danos ou ainda na regeneração dos tecidos injuriados. 
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6 CONCLUSÃO 
 
 De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que: 
• Os animais inoculados com BjussuV / BthTX-I / BthTX-II apresentaram 
importantes alterações na arquitetura histológica muscular.  
• Esses animais também apresentaram níveis elevados de CK sérico 
após 3 horas de envenenamento. 
• Verificou-se aumento da expressão dos TLRs 2 e 4 no músculo 
gastrocnêmio de animais induzidos com BjussuV, BthTX-I e BthTX-II.  
• Não houve aumento na expressão de TLR5 e TLR9 no músculo 
gastrocnêmio dos animais induzidos com BjussuV, BthTX-I e BthTX-II. 
• Houve aumento na concentração da citocina pró-inflamatória TNF-α no 
tecido muscular gastrocnêmio e no plasma dos grupos de animais 
induzidos com BjussuV, BthTX-I e BthTX-II. 
• Houve aumento na concentração de IL-1β no tecido muscular 
gastrocnêmio dos grupos BjussuV, BthTX-I e BthTX-II.  
• Houve aumento na concentração de IL-1β no plasma dos animais 
induzidos com BthTX-II. 
• Não houve aumento de IL-1β no plasma dos animais induzidos com 
BjussuV e BthTX-I. 
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ANEXO A - Protocolo de liberação do comitê de ética no uso de animais – CEUA 
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APÊNDICE A - Dosagem de endotoxina pelo método LAL- Limulus Amebocyte 
Lysate. 
 
 
 
 
 
 
